












平成 26 年度 



















第 1 章 FA の精製と目的 TAG、MAG、SFE 合成・・・・・・・・・・・・・	 -6- 
1.1 試料の純度確認と精製・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・	 -7- 
1.2 AAA 型 TAG の大量合成・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・	 -10- 
1.3 PUFA が結合した MAG の大量合成・・・・・・・・・・・・・・・	 -11- 
1.4 PUFA が結合した SFE の大量合成・・・・・・・・・・・・・・・・	 -13- 
第 2 章 複数の TAG を用いた酸化安定性・・・・・・・・・・・・・・・・	 -20- 
	 2.1 DDD と EEE を混合させたときの酸化安定性・・・・・・・・・・・	 -21- 
	 2.2 2 種類の AAA 型 TAG を混合し酸化させ、48 h 後に DDD あるいは EEE 
	 	  を添加した時の酸化安定性・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・	 -24- 
第 3 章 PUFA を含む乳化剤を使用した酸化安定性・・・・・・・・・・・・	 -29- 
	 3.1 PUFA-MAG の酸化安定性・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・	 -30- 
  3.2 LLL を酸化させ 48 h 後に PUFA-MAG を添加した時の酸化安定性・・	 -32- 
	 3.3 PUFA-MAG を乳化剤として使用した時の酸化安定性・・・・・・・・	 -34- 
	 3.4 脂溶性の酸化開始剤を用いた時の酸化安定性・・・・・・・・・・・・	 -36- 
	 3.5 自動酸化試験・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・	 -38- 
	 3.6 高濃度における酸化安定性・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・	 -40- 
	 3.7 2 種類の AAA 型 TAG を混合させたときの酸化安定性・・・・・・・・	 -42- 











































Gas chromatography-flame ionized detector 
High performance liquid chromatography 
Hydrophilic Lipophilic Balance 
2-(Diisopropylamino)ethanol 
Isopropyl ether 
Nuclear Magnetic Resonance 
Monoacylglycerol 
Methyl ester 
Oil in Water 
Peroxide value 
Polyunsaturated fatty acid 
Sucrose fatty acid ester 
Triacylglycerol 
Thin layer chromatography 







































リノール酸 (C18:2 n-6) 
α-リノレン酸 (C18:3 n-3) 
エイコタペンタエン酸 (C20:5 n-3) 
















を多く持つ PUFA である 2）。代表的な PUFA には、主に植物油に多く含まれるリ
ノール酸(LA(C18:2 n-6))、α-リノレン酸(Ln(C18:3 n-3))や、魚油に多く含まれる
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図 2	 O/W 型エマルション 
界面  
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 そこで、構造が明らかである TAG、MAG、SFE を用いて調製したエマルショ
ンを酸化させ、FA の状態を調べるという方法をとることによって脂肪酸単位で酸
化の評価を行えるのではないかと考えた。 
	 そのため、本章では不飽和度の異なる様々な高純度 FA を用いて、AAA 型 TAG、






LA 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)	 東京	 日本） 
Ln                                                     （東京化成工業(株)） 
DHA-ME	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （月島食品工業(株)	 東京	 日本） 
EPA	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	             （月島食品工業(株)） 
 
【方法】 





















TLC プレート：5 cm×10 cm TLC Silica gel 60	 	  






0.5 N 水酸化ナトリウムメタノール溶液 
14％三フッ化ホウ素メタノール溶液 
 （SIGMA-ALDRICH Japan K.K.	 東京	 日本） 




ねじ口試験管に試料を 1 mg 前後とり、0.5 N 水酸化トリウム溶液 1 mL を加え
て激しく撹拌した。100℃温浴中で 30 秒加熱して、室温になるまで放冷した後に、
14％三フッ化ホウ素メタノール溶液を 2 mL 入れ、激しく撹拌した。100℃の温浴
中で 20 秒加熱して、室温になるまで放冷した。ヘキサンを 1 mL 加え激しく撹拌




分析機器：ガスクロマトグラフ	 GC-14A	 	 	 	  （(株)島津製作所	 京都	 日本） 
検出器：水素炎イオン検出器 
カラム：キャピラリーカラム	 SUPELCO Omegawax 320 





計算機：クロマトパック	 C-R6A	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （(株)島津製作所）	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
 
〈HPLC 分取条件〉 








	 GC-FID による分析の結果、EPA においては 97.3％と高い純度が得られたが、
DHA は 71.8％と十分な純度ではなかったため、分取 HPLC にて不純物が無くな
るまでリサイクルを行い、純度を高めた。分取後の DHA-ME を GC-FID に供した
ところ、DHA の純度も 98.5％となった。分取の結果を図 3 に示す。 
 
1.2	 DHA-ME の加水分解 
 
【試料】	  
DHA-ME	 	 	 	                   	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 (月島食品工業(株)) 
水酸化ナトリウム                      	 	 	 	 	 	 	 	 	   （国産化学(株)） 
エタノール	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （国産化学(株)） 
ヘキサン	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （国産化学(株)） 
10％硫酸水溶液 
飽和食塩水 




四つ口フラスコに DHA-ME、エタノールを適量入れ、DHA-ME 1 mol に対して、
水酸化ナトリウム 5 mol、水 100 mol となるようにそれぞれの試薬を加えた。70℃














1.2	 AAA 型 TAG の大量合成 
 
【試料】 
グリセリン	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	             （関東化学(株)） 
リノール酸	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   	 	 	 	 	 	 (東京化成工業(株)) 
DHA 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	  (月島食品工業(株)) 
EPA	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (月島食品工業(株)) 
4-ジメチルアミノピリジン(DMAP)	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)	 大阪	 日本） 
N,N-ジイソプロピルエタノールアミン(i-Pr2EtN)	 	 	 	    （東京化成工業(株)）	 
1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド(EDC)（東京化成工業(株)）	 




i-Pr2EtN 、EDC が各々3.3 mol となるように加えた。溶媒としてジクロロメタン
を適量加えて、スターラーを用いて室温で 3 時間撹拌した。反応後 TLC で目的物
が生成されていることを確認してシリカゲルに担持させた後、脱溶媒した。担持さ
せた生成物をフラッシュカラム(ヘキサン/酢酸エチル=9/1(v/v))に供して精製を行
い、目的 TAG を得た。 
 
【結果・考察】 
	 目的とする TAG の合成は、図 5 の TLC より反応が進んでいることが確認でき
た。また、フラッシュカラムによる精製についても他の副生成物や未反応の原料と
分離でき、TAG のみを回収することができた。これにより、LA、EPA、DHA か


















ソルケタール                              	 	 	 	 	 	  （東京化成工業(株)） 
Ln	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
EPA	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (月島食品工業(株)) 
DHA	                           	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  (月島食品工業(株)) 
DMAP	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)） 
i - Pr2EtN	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)）	 	  
EDC	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
p –トルエンスルホン酸                        	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
ジクロロメタン	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	       	 	 	 	 	 （国産化学(株)） 
メタノール                          	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （国産化学(株)） 
 
【方法】 
	 上記の反応式に示したように 2 回の反応で MAG を合成した。 
反応① 4つ口フラスコにソルケタールを入れ、ソルケタール1 molに対してFA(Ln、





反応② 4 つ口フラスコに反応①で合成した化合物を入れ、化合物 1 mol に対して
p –トルエンスルホン酸を 3 mmol となるように加えた。溶媒としてメタノールを















分析機器：JNM-ECX500	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  （日本電子(株)	 東京	 日本） 
共鳴周波数：13C 125 MHz 













DHA-MAG の収率はそれぞれ 83.5％、70.6％、77.0%の収率で得ることができた。 
	 また、反応①、反応②で合成した目的物を 13C-NMR に供し、構造確認を行った。
反応①の目的物の 13C-NMR のチャートを図 8、PUFA-MAG の 13C-NMR のチャ
ートを図 9 に示す。13C-NMR では、カルボニル炭素が 170〜220 ppm にピークが
出ることが知られており 23)、図 8 では 173.4706 ppm、図 9 では 174.3004 にピー
クが出ているため脂肪酸が結合されていることが確認できた。また、図 9 には
171.3340 ppm のピークが出ているが、これは 1 位に結合している脂肪酸が 2 位に
転移してしまうためだと考えられた。図 8 の 109.678 ppm のピークはアセトニド
基の炭素であり、図 9 ではこのピークが消失していることから、アセトニド基の脱
保護ができ MAG が合成できていることが確認できた。 
	 最終的に、酸化実験を行うのに十分な量の PUFA-MAG である Ln-MAG、
EPA-MAG、DHA-MAG を合成することができた。 
 13 
1.4	 PUFA が結合した SFE の大量合成 
 
【試料】 
スクロース	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)） 
パルミチン酸	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
DHA	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   	 	  (月島食品工業(株)) 
EPA	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (月島食品工業(株)) 
DMAP	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)） 
i-Pr2EtN	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)）	 
EDC	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)）	 




	 4 つ口フラスコにスクロースを入れ、スクロース 1 mol に対して FA、DMAP、
i-Pr2EtN 、EDC が 1.2 mol となるように加えた。溶媒としてジクロロメタンを適











































図 4  DHA-ME の加水分解の TLC による反応確認 















図 5  TAG 合成の TLC による反応確認 







図 6 反応①の反応確認(左 :ヘキサン /酢酸エチル
=9/1(v/v), 右:ヘキサン:酢酸エチル=1/1(vv))  
etiru  
 



















図 8 反応①の目的物の 13C-NMR(分析条件：12 頁参照） 
図 9 EPA-MAG の 13C-NMR(分析条件：12 頁参照) 
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 本研究室の過去の実験において、AAA 型の TAG である DDD、EEE は LLL と
比較して酸化安定性が高いこと、さらに DDD、EEE は LLL に対して抗酸化剤と
して働いたという報告がある。この抗酸化剤として働くメカニズムは油-水の界面
で何らかの作用が起こると考えられている 19)。しかしこの研究は、1 種類の AAA
型 TAG で構成された非常にシンプルなエマルジョン系で報告されたもので、実際
の食品中の脂質は様々な脂肪酸を含み複雑である。そこで第2章では2種類のAAA
型 TAG を用いてエマルジョンを調製し、酸化実験を行うことで PUFA の酸化特性
を明らかにすることを目的とした。 
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2.1 DDD と EEE を混合させたときの酸化安定性 
 
	 過去の研究で、不飽和度が大きく異なる AAA 型 TAG を 2 種類混合させると、
不飽和度の高い FA から酸化されていくという報告があった 19)。そこで、不飽和





AAA 型 TAG 
・DDD 
・EEE 
トリデカン酸メチルエステル  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液（pH 7.4） 
2,2-アゾビス-2-アミジノプロパン二塩酸塩(AAPH)	 	 	  	 （和光純薬工業(株)） 
イソプロピルエーテル(IPE)	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	  (国産化学(株)) 
 
リン酸緩衝液 
リン酸二水素ナトリウム・2 水和物	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 （国産化学(株)）	  
リン酸水素二ナトリウム・12 水和物	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （国産化学(株)） 
TrironX-100	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    	  （SIGMA-ALDRICH	 Japan K.K.） 
 
	 0.2 M リン酸二水素ナトリウム・2 水和物（NaH2PO4・2H2O）と 0.2 M リン
酸水素二ナトリウム・12 水和物（Na2HPO4・12H2O）を 19：81 の割合で混合し、
蒸留水で 4 倍希釈したものに、0.5%の TrironX-100 を加えて調製した。 
 
【方法】 
100 mL 容バイアル瓶に DDD、EEE を入れ、さらに内部標準としてトリデカン
酸メチルエステルを加えて、これらがよく混ざるようにクロロホルムに溶かし、ス
ターラーで撹拌させながら乾固させた。その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リ
ン酸緩衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザ
ーで乳化させた。乳化した試料に酸化開始剤である AAPH を加えて撹拌して完全
に溶かした後に、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋
を閉め、25℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~96 時間酸化させた。
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なお試料の添加量は、DDD、EEE、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 5 mM、
5 mM、10 mM、1 mM となるように調製した。 
酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油相
のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、GC-FID












分析機器：Yanaco	 G6800	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 （(株)ヤナコ計測	 京都	 日本） 
検出器：水素炎イオン検出器 
カラム：SUPELCO	 SLB-IL111         （SIGMA-ALDRICH Japan K.K.） 
カラム温度：140℃～260℃ 




計算機：C-R8A	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （(株)島津製作所） 
 
〈残存 FA 量計算方法〉 








	 図 11 に各 FA の残存 FA 量を示す。EPA、DHA は継時的に減少し、96 時間後
の残存 FA 量は、EPA、DHA それぞれ 68.3％、60.0%となった。 
	 過去の研究は、同一ミセル内に LLL と EEE あるいは LLL と DDD を混合させ
て酸化実験を行い、まず初めに不飽和度の大きい DHA や EPA が酸化され、DHA
や EPA の残存 FA 量が残りわずかになると、LA が酸化されていくという結果で
あった。また、同一ミセル内に DDD や EEE が 1 種類のみ存在する場合は、酸化
安定性が高いという報告もある。しかし本実験で、同一ミセル内に DDD と EEE
を混合させ酸化させると、DDD、EEE は同時に酸化される結果になった。ここか
ら、PUFA が結合した AAA 型 TAG は単独でミセル内に存在する場合のみ、酸化
安定性が高いことが示唆された。 
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2.2	 2 種類の AAA 型 TAG を混合し酸化させ、48 h 後に DDD あるいは
EEE を添加した時の酸化安定性  
 
	 過去の研究で、まず LLL を酸化させ 48 h 後に DDD あるいは EEE を添加する
と LLL の酸化を抑制できるという報告があった 19)。そこで、2 種類の AAA 型 TAG
を含むエマルションを酸化させた後に、DDD あるいは EEE を添加すると DDD、
EEE は抗酸化剤として働くかどうか精査することを目的とし、以下の条件で酸化
実験を行った。 
実験①	 LLL と EEE を含むエマルションに DDD のみのエマルションを添加 
実験②	 LLL と DDD を含むエマルションに EEE のみのエマルションを添加 
 
【試料】 




トリデカン酸メチルエステル  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液（pH 7.4） 






0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備
乳化を行い、超音波ホモジナイザーで乳化させた。乳化した試料に酸化開始剤であ
る AAPH を加えて撹拌して完全に溶かした後に、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL
ずつ分注した。バイアル瓶の蓋を閉め、25℃に設定したウォーターバスで振とう
させながら 0~216 時間酸化させた。酸化開始から 48 時間後に、添加用 TAG に
0.5%TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液を加え同条件で乳化させ、AAPH を加
えて調製したエマルションを 1 mL ずつ添加した。 
なお試料の添加量は、各 TAG、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 5 mM、
10 mM、1 mM となるように調製した。 
酸化実験開始から 216 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油相
 25 
のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、GC-FID
で残存 FA 量(%)の変化を観察した。 
 
【結果・考察】 
	 実験①の結果を図 12 に示す。同一ミセル内に LLL と EEE を含むエマルション
において、まず不飽和度の高い EPA から酸化され、過去の研究 19)と同様の結果に
なった。EPA の残存 FA 量が約 30%になると変化がなかった LA においても残存
FA 量の減少が確認された。48 h 後に DDD を添加した場合、添加直後から EPA
の残存 FA 量がほとんど減少しなかったため、DDD の何らかの作用により EPA
の酸化が抑制されたのだと考えられた。また DDD の構成 FA である DHA の残存
FA 量は、継時的に観察してもほとんど変化がなかったため、DHA 自身の酸化安
定性も非常に高いことが確認された。これらの結果から、DDD は LLL と EEE を
含むミセルに対して、抗酸化的に働くことが示唆された。 
	 実験②の結果を図 13 に示す。同一ミセル内に LLL と DDD を含むエマルション
においても実験①と同様に、まず不飽和度の高い DHA の残存 FA 量の減少が見ら
れ、LA についても最初は大きな変化は見られなかったが DHA の残存 FA 量が少
なくなると、減少が確認された。しかし、48 h 後に EEE を添加した場合、実験①
と異なり、減少していた DHA の残存 FA 量の減少は抑制されず、EEE 無添加の
場合とほとんど変わらない結果になった。また、EPA の残存 FA 量も継時的に減









で DDD が酸化を抑制した理由は DDD と LLL+EEE の 2 つのミセルに何らかの相
互作用が生じたのだと考えられる。DHA の分子構造は LA と比較すると、分子内
に二重結合を多く含み通常シス型のため、折れ曲がりが多い構造となっている。エ





の AAPH、あるいは LLL と EEE 由来のペルオキシラジカルとカップリングし、
その結果ラジカル連鎖反応を停止したのだと考えられた(図 14)。実験①の結果は、
同一ミセル内に 1種類のAAA型TAGを用いた過去の研究と同様に、2種類のAAA
型 TAG に対しても DDD は抗酸化的に働くことが示唆された。一方で、実験②で
は LLL と DDD に対し EEE は抗酸化的に働かなかった。図 13 から EPA、DHA
の両方が酸化されていることがわかる。さらに、図 11 から DDD と EEE が同一
ミセル内に存在すると DHA、EPA の両方が酸化されるという結果が得られた。こ
こから考えると、実験②では、添加した DDD のミセルが LLL+EEE のミセルに






図 11	 同一ミセル内に DDD と EEE を混合させた時の残存 FA 量の継時変化 
図 12	 同一ミセル内に LLL、EEE を混合し酸化させ、48 h 後に DDD を加え
た時の残存 FA 量の継時変化 
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図 13	 同一ミセル内に LLL、DDD を混合し酸化させ、48 h 後に EEE を加え
た時の残存 FA 量の継時変化 
図 14	 エマルション系における DDD の抗酸化機構の仮説 
DDD :




















	 これまでの研究で PUFA が酸化防止能を持つのは、界面で何らかの作用が起こ
り、内部の脂質を酸化から守るといった説が有力である。また、乳化剤の種類によ
って酸化挙動が大きくことなることが数多く報告されている 10)29)。 




3.1	 PUFA-MAG の酸化安定性 
 
	 過去の研究より、O/W エマルションにおいて AAA 型 TAG を酸化させると
DDD>EEE>LnLnLn>LLL のように、脂肪酸の不飽和度が高くなるにつれ酸化安









トリデカン酸メチルエステル  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液（pH 7.4） 
AAPH	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)） 
 
【方法】 
100 mL 容バイアル瓶に MAG を入れ、さらに内部標準としてトリデカン酸メチ
ルエステルを加えて、これらがよく混ざるようにクロロホルムに溶かし、スターラ
ーで撹拌させながら乾固させた。その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩
衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザーで乳
化させた。乳化した試料に酸化開始剤である AAPH を加えて撹拌して完全に溶か
した後に、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋を閉め、
25℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~96 時間酸化させた。 
なお試料の添加量は、各 MAG、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 5 mM、
10 mM、1 mM となるように調製した。 
酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油相
のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、GC-FID
で残存 FA 量(%)の変化を観察した。 
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【結果・考察】 
	 図 15 に MAG を酸化させたときの残存 FA 量を示す。96 h 後の DHA、EPA、
Ln の各残存 FA 量はそれぞれ 93.3％、78.4％、42.1％となった。最も不飽和度が
高い DHA はほとんど酸化しないのに対し、不飽和度の低い Ln は継時的に減少し
た。この結果から、PUFA は MAG の形態でも酸化安定性が高いことが示唆された。 
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3.2	 LLL を酸化させ 48 h 後に PUFA-MAG を添加した時の酸化安定性 
 
	 2 章で DDD を 48 h 後に添加すると、添加直後から EEE+LLL の酸化を抑制す
ることができた。そこで MAG を添加しても抑制できるかどうか酸化実験を行った。 
 
【試料】 
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【方法】 
100 mL 容バイアル瓶に LLL を入れ、さらに内部標準としてトリデカン酸メチ
ルエステルを加えて、これらがよく混ざるようにクロロホルムに溶かし、スターラ
ーで撹拌させながら乾固させた。その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩
衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザーで乳
化させた。乳化した試料に酸化開始剤である AAPH を加えて撹拌して完全に溶か
した後に、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋を閉め、
25℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~96 時間酸化させた。酸化開
始から 48 時間後、D-MAG に 0.5%TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液を加え
同条件で乳化させ、AAPH を加えて調製したエマルションを 1 mL ずつ添加した。
試料の添加量は、LLL、MAG、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 10 mM、
5 mM、10 mM、1 mM となるように調製した。 
	 酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油
相のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、








	 LLL、D-MAG の残存 FA 量を図 16 に示す。D-MAG を無添加の LA は酸化開始
から 48 h までに 35.5％まで減少し、96 h には 11.7％となった。D-MAG を添加し
た LA は、96 h で 27.1％となり、無添加と比較すると LA の酸化を抑制したよう
に見える。しかし、DHA の残存 FA 量を見ると明らかに継時的に減少し、96 h で
は 30.0％まで減少した。 
	 添加後の系内を考えると、LLL と D-MAG のミセルがそれぞれ独立している場
合と結合してしまう場合が考えられる。過去の研究 19)、第２章での実験より、同
一ミセル内に不飽和度の異なる FA が存在する場合、不飽和度の高い FA から酸化
されるという結果が得られている。したがって、LA の酸化速度は減少したが DHA
が減少していることから、LLL と D-MAG のミセルが結合してしまったと考えら
れた。また、結合した場合 D-MAG は乳化剤であるため、LLL の表面に蓄積する。





3.3	 PUFA-MAG を乳化剤として使用した時の酸化安定性 
 
	 3.2 では D-MAG を添加しても酸化を抑制できなかった。そこで今回は、初めか
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【方法】 
100 mL 容バイアル瓶に LLL、MAG を入れ、さらに内部標準としてトリデカン
酸メチルエステルを加えて、これらがよく混ざるようにクロロホルムに溶かし、ス
ターラーで撹拌させながら乾固させた。その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リ
ン酸緩衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザ
ーで乳化させた。乳化した試料に酸化開始剤である AAPH を加えて撹拌して完全
に溶かした後に、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋
を閉め、25℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~96(144)時間酸化さ
せた。試料の添加量は、LLL、各 MAG、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ
10mM、5 mM、10 mM、1 mM となるように調製した。なお MAG を加えず、
TritonX-100 のみで乳化したものをコントロール群とした 
	 酸化実験開始から 96(144)時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプル
の油相のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、






	 D-MAG、E-MAG、Ln-MAG を乳化剤として使用した時の各残存 FA 量をそれ
ぞれ図 17、18、19 に示す。図 17 から、D-MAG を使用せず TritonX-100 のみで
乳化処理した場合、LA の残存量は継時的に減少していき、96 h で 29.1%、144 h
で 14.1％となった。一方で、D-MAG を使用すると LA の残存量は 96 h で 102％、
144 h で 89.0％となった。さらに DHA の残存量は 96 h で 96.5％、144 h で 83.9％
となり、96 h までは LA、DHA 共に非常に酸化安定性が高いことが明らかとなっ
た。図 18 から E-MAG を使用した場合も D-MAG を使用した場合と同様の酸化挙
動であることが明らかとなった。しかし、図 19 から Ln-MAG を使用した場合、
D-MAG、E-MAG と異なる結果となった。Ln-MAG を使用した場合も、使用しな
かった場合と同様、継時的に LA、Ln の残存量は減少した。 
	 本実験で使用する乳化剤は MAG のみの予定であったが、乳化が不安定であった




報告がある 30)。だが、Ln-MAG を使用した実験で、LA の酸化が抑制されなかっ
たということは乳化剤濃度の影響をあまり受けなかったと考えられた。このことか
らも、D-MAG、E-MAG は抗酸化的に働くことが示唆された。D-MAG、E-MAG
が抗酸化的に働く理由は、第 2 章で考察したように、DHA、EPA ペルオキシラジ
カルがアゾ化合物である AAPH とカップリングしたからだと考えられた。MAG








 3.3 では酸化開始剤に水溶性である AAPH を使用したが、脂溶性である AIBN を
使用しても D, E-MAG は抗酸化的に働くか調査した。 
 
【試料】 
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モジナイザーで乳化させ、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイア
ル瓶の蓋を閉め、35℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~96 時間酸
化させた。試料の添加量は、LLL、各 MAG、トリデカン酸メチルをそれぞれ 10mM、
5 mM、10 mM、となるように調製した。なお MAG を加えず、TritonX-100 のみ
で乳化したものをコントロール群とした 
	 酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、Folch 法にて油
層を抽出後、BHT、トリフェニルホスフィンをそれぞれ 0.5％となるようにシクロ




	 D-MAG、E-MAG、Ln-MAG を乳化剤とし、AIBN で酸化させた時の各残存 FA
量をそれぞれ図 21、22、23 に示す。図 21 から、D-MAG を使用しない場合、 LA
は継時的に減少していき 96 h で 50.3％となった。一方で D-MAG を使用した場合、
LA は 96 h で 100.8%となり酸化されなかった。3.3 で酸化開始剤に AAPH を使用
した場合、96 h では DHA もほとんど酸化されなかったが、脂溶性の AIBN を使
用すると、72 hまでは酸化されなかったが 96 hでは 85.6％まで減少してしまった。
この結果は、酸化開始剤に AIBN を使用し、LLL を酸化させ 48 h 後に DDD を添
加した過去の実験 19)と同様の酸化挙動であった。この過去の実験も 96 h で DHA
の減少が確認された。しかし、76 h では LA、DHA 共に酸化していないため、72 h
までは抗酸化的にと言える。AAPH は水層に存在するため、界面に存在する MAG
から攻撃を受けるが、AIBN は油層に存在するため、LA から酸化される。したが
って、D-MAG が酸化を抑制したということは、DHA ペルオキシラジカルは LA
ペルオキシラジカルともカップリングすることができ、その結果、酸化を抑制した
と考えられた。 
	 図 22 から E-MAG についても、72 h まで LA、EPA 共にほとんど酸化されなか
ったが、96 h では LA が 87.0％、EPA が 91.7％まで減少したため、D-MAG の結
果と同様のことが言える。 
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【方法】 
100 mL 容バイアル瓶に TAG、MAG を入れ、さらに内部標準としてトリデカン
酸メチルエステルを加えて、これらがよく混ざるようにクロロホルムに溶かし、ス
ターラーで撹拌させながら乾固させた。その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リ
ン酸緩衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザ
ーで乳化させた。4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋
を閉め、40℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~21 日間酸化させた。
試料の添加量は、LLL、各 MAG、トリデカン酸メチルをそれぞれ 10mM、5 mM、
10 mM となるように調製した。なお MAG を加えず、TritonX-100 のみで乳化し
たものをコントロール群とした 
	 酸化実験開始から 21 日間まで 7 日間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油相
のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、GC-FID




24、25 に示す。図 24 から D-MAG を使用しない場合、LA は 7 日目で 2.4％まで
急激に減少し、その後は徐々に減少した。一方で D-MAG を使用した場合、LA は
7 日目で 63.9％まで減少したが、使用しない場合と比較して明らかに減少速度が低
下した。その後は継時的に減少していき 21 日目で 9.3％まで減少した。DHA につ
いては 7 日目で 28.3％まで減少し 21 日目では 0％となった。また、図 25 から
E-MAG の場合も同様の傾向が見られ、E-MAG を使用した場合、LA は 7 日目で




って生成した LA ペルオキシラジカルと DAH、EPA ペルオキシラジカルがカップ
リングして酸化速度を減少したのではないかと考えられた。AAPH や AIBN とい
ったアゾ化合物を使った酸化実験より酸化防止能が劣ることが明らかとなった。し






たる。そこで、これまでの 10 倍、脂質濃度を高くして酸化実験を行った。 
 
【試料】 
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100 mL 容バイアル瓶に LLL、MAG を入れ、さらに内部標準としてトリデカン
酸メチルエステルを加えて、これらがよく混ざるようにクロロホルムに溶かし、ス
ターラーで撹拌させながら乾固させた。その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リ
ン酸緩衝液を加えて、スターラーで撹拌して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザ
ーで乳化させた。乳化した試料に酸化開始剤である AAPH を加えて撹拌して完全
に溶かした後に、4 mL 容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋
を閉め、25℃に設定したウォーターバスで振とうさせながら 0~96 時間酸化させた。
試料の添加量は、LLL、各 MAG、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 100mM、
50 mM、100 mM、1 mM となるように調製した。なお MAG を加えず、TritonX-100
のみで乳化したものをコントロール群とした 
	 酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油
相のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、








	 高濃度における各 FA の残存 FA 量を図 26 に示す。図 26 から D-MAG を使用し
ない時の LA は継時的に減少し、96 h で 66.1％まで減少した。D-MAG を使用し
た場合、LA は 96 h 経過してもほとんど酸化されなかったが、DHA が酸化され
70.8％まで減少した。 














3.7	 2 種類の AAA 型 TAG を混合させたときの酸化安定性 
 
	 3.3 では D, E-MAG は 1 種類の AAA 型 TAG に対して抗酸化的に働くことが確
認できた。しかし、実際の食品中の脂質は多種類の FA を含む。そこで、3.7 では
2 種類の AAA 型 TAG を用いて酸化実験を行った。 
 
【試料】 







トリデカン酸メチルエステル  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液（pH 7.4） 
AAPH	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)） 
 
【方法】 
100 mL 容バイアル瓶に 2 種類の TAG(LLL+EEE あるいは LLL+DDD)、MAG
を入れ、さらに内部標準としてトリデカン酸メチルエステルを加えて、これらがよ
く混ざるようにクロロホルムに溶かし、スターラーで撹拌させながら乾固させた。
その後、0.5％TritonX-100 含有 0.05M リン酸緩衝液を加えて、スターラーで撹拌
して予備乳化を行い、超音波ホモジナイザーで乳化させた。乳化した試料に酸化開
始剤である AAPH を加えて撹拌して完全に溶かした後に、4 mL 容褐色バイアル瓶
に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋を閉め、25℃に設定したウォーターバスで
振とうさせながら 0~96 時間酸化させた。試料の添加量は、各 TAG、MAG、トリ
デカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 5 mM、5 mM、10 mM、1 mM となるように
調製した。なお MAG を加えず、TritonX-100 のみで乳化したものをコントロール
群とした。 
酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油
相のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、




	 油層に LLL+EEE、乳化剤として D-MAG を使用した結果を図 27、油層に
LLL+DDD、乳化剤として E-MAG を使用した結果を図 28 に示す。図 27 から
D-MAG を使用しない場合、過去の実験と同様に不飽和度の高い EPA から酸化さ
れ 96 h で 34.4％、LA については 82.0％まで減少した。一方、D-MAG を使用し
た場合、LA の酸化安定性は高いが、EPA が酸化され 96 h で 80.8％となった。DHA
も EPA と同様に継時的に酸化され、96 h で 75.0％まで減少した。図 28 から、
E-MAG を使用した場合も D-MAG を使用した場合と同様の酸化挙動であった。 
	 2 章で DHA と EPA が同一ミセル内に存在する場合、どちらも酸化されるとう
いう結果が得られた。今回の実験では、油層内部には DHA と EPA は一緒に存在
しないが、どちらか一方が界面に存在する。この結果から、DHA、EPA のどちら
か一方が界面に存在する場合も、どちらも酸化されること、また、2 種類の AAA




3.8	 乳化剤として SFE を用いた時の酸化安定性 
 
	 これまで乳化剤として MAG を使用してきたが、乳化剤の種類によっても酸化安










トリデカン酸メチルエステル  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （東京化成工業(株)） 
0.05M リン酸緩衝液（pH 7.4） 
AAPH	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （和光純薬工業(株)） 
 
【方法】 




した試料に酸化開始剤である AAPH を加えて撹拌して完全に溶かした後に、4 mL
容褐色バイアル瓶に 1 mL ずつ分注した。バイアル瓶の蓋を閉め、25℃に設定した
ウォーターバスで振とうさせながら0~96時間酸化させた。試料の添加量は、LLL、
SFE、トリデカン酸メチル、AAPH をそれぞれ 10 mM、5 mM、10 mM、1 mM
となるように調製した。なお、P-sucrose で乳化させたものをコントロール群とし
た。 
	 酸化実験開始から 96 時間まで 24 時間ごとに 3 つの試料をとり、サンプルの油
相のみを抽出した後に、三フッ化ホウ素メタノール法にて誘導体化を行い、






	 D-sucrose、E-sucrose を乳化剤として使用した時の結果をそれぞれ図 29、30 に
示す。図 29 から P-sucrose を使用した場合、LA は継時的に減少し 96 h で 72.4％
まで減少した。一方で、D-sucrose を使用した場合、96 h で LA は 90.0％、DHA
は 89.2％まで減少した。図 30 から E-sucrose を使用した場合も同様の結果になっ
た。 
	 これまでの実験では乳化剤として TritonX-100 をコントロールとしてきたが、





D, E-sucrose についてだが、P-sucrose を使用した場合の LA と比較すると LA の
減少率は少ないが、減少していることは確かである。また DHA、EPA についても
減少が確認された。D, E-MAG と比較すると D, E-sucrose は抗酸化的に働かなか
ったことが示唆された。 
	 D, E-sucrose が抗酸化的に働かなかった理由は、SFE の極性が考えられる。乳
化剤の極性は親水性疎水性バランス(HLB)で表すことができ、値が高いほど親水性
が大きいとされている。MAG と SFE(モノエステル)の HLB はそれぞれ約 4、約
16 とされている 31)32)。したがって、SFE はかなり親水性が大きい。MAG に DHA、
EPA が結合している場合、酸化されペルオキシラジカルとなった時、MAG は水酸
基を二つしか持たないため、極性的にペルオキシラジカルは水層に移動し、AAPH






 図 15	 MAG のみを乳化させ、酸化させた時の残存 FA 量の継時変化 






図 18	 E-MAGを乳化剤として使用した時の残存FA量の継時変化(AAPH) 
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図 19	 Ln-MAG を乳化剤として使用した時の残存 FA 量の継時変化(AAPH) 































































図 21	 D-MAG を乳化剤として使用した時の残存 FA 量の継時変化(AIBN) 
図 22	 E-MAG を乳化剤として使用した時の残存 FA 量の継時変化(AIBN) 
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図 23	 Ln-MAG を乳化剤として使用した時の残存 FA 量の継時変化(AIBN) 




図 25	 E-MAG を乳化剤として使用し、自動酸化させた時の残存 FA 量の継
時変化 
図 26	 高濃度にした時の残存 FA 量の継時変化(AAPH) 
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図 27	 油層に LLL+EEE、乳化剤に D-MAG を使用し、酸化させた時の
残存 FA 量の継時変化 
図 28	 油層に LLL+DDD、乳化剤に E-MAG を使用し、酸化させた時の
残存 FA 量の継時変化 
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図 29	 D-sucrose を乳化剤として使用した時の、残存 FA 量の継時変化 
図 30	 E-sucrose を乳化剤として使用した時の、残存 FA 量の継時変化 
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 第 1 章では、FA の精製と酸化実験に用いる試料 TAG、MAG、SFE の大量合成
法について検討した。精製では HPLC にて分取を行い、FA の純度を 95％まで高
めることができた。TAG、SFE 合成では DMAP、EDC を使用し酸化実験に必要
な量の構造既知 TAG、SFE を合成することができた。MAG 合成では 2 段階の反
応を行い、まず DMAP、EDC を用いてソルケタールと FA をエステル化し、その
後 p-トルエンスルホン酸を用いて脱保護を行った。その結果、MAG 合成において
も酸化実験に必要な量の構造既知 MAG を合成することができた。 
	 第 2 章では、合成した試料 TAG を用いた酸化実験を行った。同一ミセル内に
LLLとEEEを含むエマルションに、DDDを添加すると顕著な酸化抑制が見られ、
これより DDD は 2 種類の TAG を同一ミセル内に存在するエマルションに対し抗
酸化的に働くことが示唆された。DHA のような PUFA が抗酸化的に働くことは、
これまでに幾つかの仮説が言われてきた。DHA が酸化され、DHA ペルオキシラ
ジカルとなった際、極性が高くなり界面付近に移動し、その結果内部の脂質を酸化
から守るといったことなどが挙げられる。しかし、48 h 後に DDD を添加したとい
うことは、同一ミセル内に DHA が存在しないためこの仮説は成り立たない。した
がって、DDD が水層中のラジカル、すなわち AAPH とカップリングすることによ
ってLLLとEEEを含むミセルを酸化から守ったのではないかと考えられた(図14)。 
	 同一ミセル内にLLLとDDDを含むエマルションに対してEEEは抗酸化的に働
かなかった。また、これまでの研究では、不飽和度の異なる FA を含む TAG は不
飽和度の高い TAG から酸化されるということが報告されていたが、同一ミセル内
に DDD と EEE のように不飽和度が 1 つしか異ならない場合 DDD と EEE は同じ
ように酸化していく結果が得られた。したがって、EEE が抗酸化的に働かなかっ
た理由として、LLL と DDD を含むミセルと EEE ミセルが結合してしまったため、 
DHA と EPA が酸化してしまったことが考えられた。 
	 第 3 章では、合成した MAG、SFE を用いた酸化実験を行った。まず、MAG を
乳化させMAGの形態でもPUFAは酸化安定性が高いかどうか調査した結果、TAG
と同様に D,E-MAG は高い酸化安定性を有することが判明した。しかし、Ln-MAG
の酸化安定性は高くなかった。次に LLL を酸化させ 48 h 後に D-MAG を添加した
実験では抗酸化的に働かなかった。この理由として D-MAG は乳化剤であるため、
LLL のミセル表面に不均一に結合してしまったためだと考えられた。D, E, 
Ln-MAG を乳化剤として使用し酸化実験を行うと、D, E-MAG は抗酸化的に働く




	 脂溶性の AIBN を用いた酸化実験でも同様なことが言え、AIBN とのカップリン
グ、あるいは油層内部で酸化した LA ペルオキシラジカルとカップリングし酸化を
抑制したのではないかと考えられた。 
	 しかし、酸化開始剤を用いず自動酸化させた実験で、D, E-MAG を使用すると
LA の酸化速度は減少するものの、酸化開始剤を用いた実験ほど顕著な酸化抑制は
見られなかった。この結果から、DHA、EPA ペルオキシラジカルは LA ペルオキ
シラジカルより、AAPH、AIBN すなわちアゾ化合物とのカップリング速度のほう
が早いことが示唆された。 
	 また、高濃度にした場合や、2 種類の TAG を含むミセルに対して D, E-MAG は
あまり抗酸化的に働かなかったことから、D, E-MAG は低濃度の場合、1 種類の
TAG に対して抗酸化的に働くことが示唆された。 
	 SFE を用いた実験では、抗酸化的に働かなかった。これは MAG と SFE の HLB
の違いによるもので、SFE に結合した DHA、EPA ペルオキシラジカルは界面に
移動しくいためだと考えられた(図 31)。 
	  







究では構造既知の TAG、MAG、SFE を用い、FA の減少量を測定することによっ
て PUFA の酸化特性を明らかにすることを目的に検討を行ってきた。 
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